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クラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii）には「アクチン」と「NAP」という 2種類
のアクチンが存在する。前者は高等動植物のアクチンと比べてアミノ酸配列の一致度が約 90％
の保守的な配列をもち、後者は一致度が 64%に過ぎない非保守的配列をもつ。現在のところ、
NAPのホモログは緑藻類緑藻綱のボルボックス目においてのみ同定されており、その進化的起
源は不明である。本研究では、緑藻綱（Chlorophyceae）以外の緑藻類においても NAP様の非
保守的アクチン配列が存在する可能性を調べるため、緑藻綱に最も近縁であるとされるアオサ藻
綱（Ulvophyceae）に注目し、アオサ藻綱に属するMonostroma nitidumを用いてサザンハイ
ブリダイゼーションによる NAP様配列の検出を試みた。
アオサ藻綱の生物種は強固な細胞壁を持ち、ゲノム DNAの精製が困難であったため、はじめ
にゲノム DNAの精製法を改良し、これによりサザンハイブリダイゼーションに適用可能な、高
純度のゲノム DNA試料を得た。この DNA試料を用い、C. reinhardtii のアクチン cDNA配列
をプローブにサザンハイブリダイゼーションを行った。C. reinhardtii ゲノム DNAに対しては
既に確立されている条件より低いストリンジェンシーでハイブリダイゼーションを行い、M.
nitidumのゲノム DNAに対しては GC含量が低いことを考慮し、さらに温度を下げた条件でハ
イブリダイゼーションを行った。 しかし、M. nitidumのゲノム DNAからはアクチン遺伝子断
片すら検出されなかった。そこで、GC含量の低いM. nitidumに適したハイブリダイゼーショ
ンのストリンジェンシー条件をさらに検討した。サザンハイブリダイゼーションにおいて、プロ
ーブと試料がハイブリダイズする際の DNAの融解温度（Tm）は、次の式で見積もられる (Green
and Sambrook, 2012)。
Tm = 81.5℃① + 16.6(log10[Na+])② + 0.41(%GC)③ - 0.63(%formamide)④
- (600/hybrid length (bps))⑤ 【式 1】
既知アクチン cDNA配列のタンパク質コード領域の GC含量は、アオサ藻綱に属する Ulva
pertusaが 48％、C. reinhardtiiが 63％である。また、C. reinhardtiiのアクチンと U. pertusa
のアクチン cDNA配列間の一致度は 73％である。M. nitidumのアクチン配列は未知であるが、
GC含量および C. reinhardtiiのアクチン cDNAとの一致度は、U. pertusaのものとほぼ同じで
あると仮定した。C. reinhardtiiのアクチン cDNA配列プローブとして M. nitidumのアクチン
配列を検出する場合、まず、【式 1】の第 3項を考慮する必要がある。第 3項は U. pertusaでは
0.41×48=19.68、C. reinhardtii では 0.41×63=25.83であることから、M. nitidumのアクチ
ン配列を検出する場合には C. reinhardtiiのアクチン配列を検出する場合よりも 6℃低く行うべ
きであると見積もられる。また、異種間のハイブリダイゼーションであるため、第 5項を考慮
し、さらに温度を下げる必要があると考えられる。
配列の一致度とハイブリダイゼーションの温度条件との関係を調べるために、まず C.
reinhardtiiのゲノム DNAに対して、C. reinhardtiiのアクチンプローブとNAPプローブを用
いて、サザンハイブリダイゼーションを行った（図１）。プローブとした C. reinhardtiiのアク
チンとの NAP の cDNAコード領域間の一致度は 69％である。65℃の条件ではアクチンプロー
ブ、NAPプローブともに、100%一致する遺伝子断片のみが検出された。しかし温度を 62℃に
下げるとそれらの配列の一致度の低い遺伝子断片を相互に検出できた。このことからハイブリダ
イゼーションの温度を 3℃下げると、30%程度配列が一致しない遺伝子であっても検出可能であ
ることがわかった。
以上のことから、M. nitidumのアクチン様配列を検出するためには、M. nitidumのアクチン
ときわめて近い配列であると考えられる U. pertusaのアクチンの部分配列をプローブとし、温
度条件を 6℃〜9℃程度下げて行う必要があることがわかった。M. nitidumの NAP様配列が存
在したとしても、その配列はM. nitidumのアクチン配列とはかなり異なる配列であることが予
想される。そのような場合、コンセンサス配列を用いた PCR法では検出は困難であり、本研究
で用いたサザンハイブリダイゼーションは有効な検出方法であると考えられる。
図 1.
C. reinhardtii アクチンと C. reinhardtii NAP の cDNA コード領域をプローブとし、C.
reinhardtiiゲノム DNAに対して行ったサザンハイブリダイゼーション。
赤の矢じりがアクチンの遺伝子配列から想定されるサイズの断片であり、緑の丸が NAPの遺伝
子配列から想定されるサイズの断片である。
